ТКАНЕВАЯ ИНЖЕНЕРИЯ АТРИОВЕНТРИКУЛЯРНОГО КЛАПАНА: ДЕЦЕЛЛЮЛЯРИЗИРОВАННАЯ МАТРИЦА НА МОДЕЛИ МИТРАЛЬНОГО АЛЛОГРАФТА ОВЦЫ by P. Iablonskii P. et al.
74
ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ  том XVII   № 1–2015
DOI: 10.15825/1995-1191-2015-1-74-85
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Цель: разработка тканево-инженерной матрицы заменителя атриовентрикулярного клапана с использо-
ванием децеллюляризированного аллографта. Материалы и методы. Работа была выполнена на овечьих 
митральных клапанах (n = 100). Клапаны были изъяты и децеллюляризированы целиком с использованием 
21-го протокола, основанного на различных детергентных растворах. Эффективность децеллюляризации 
оценивалась при помощи иммунофлюоресцентного анализа на ДНК, маркер внутриклеточных антигенов 
и на эпитоп α-GAL как маркер мембран-ассоциированных антигенов, а также с помощью количественного 
анализа ДНК. Выполнены механические испытания полученной матрицы на одноосное растяжение. Про-
веден тест на способность к репопуляции аллогенными эндотелиальными клетками. Для оценки струк-
туры матрицы и степени ее репопуляции во время цитотоксического теста выполнялись гистологические 
окраски гематоксилином и эозином, по Мовату и по Ван-Гизону, а также ИФА на коллаген I, IV и маркеры 
эндотелиальных клеток. Результаты. Наиболее эффективными для децеллюляризации цельного митраль-
ного аллографта показали себя протоколы, в которых концентрация детергентного раствора постепенно 
повышалась. Однако и этот метод оказался неэффективным в отношении мембран-ассоциированного эпи-
топа α-GAL. Восстанавливающий агент позволил значительно улучшить результаты, полностью элимини-
ровав ДНК и α-GAL, а абсолютное количество ДНК в тканях было уменьшено на 96,4%. Механические 
испытания выявили сопоставимые свойства нативных и децеллюляризированных клапанов, а при высеве 
на створки последних эндотелиальных клеток к 7-м суткам культивации их поверхность была покрыта 
монослоем клеток. Заключение. Полученные результаты позволяют констатировать возможность созда-
ния матрицы для протеза атриовентрикулярного клапана с использованием децеллюляризированного ал-
лографта, обладающего сопоставимыми с нативным клапаном механическими свойствами и потенциалом 
к репопуляции. Комбинация детергентого раствора восходящих концентраций и восстанавливающего аген-
та эффективнее для децеллюляризации цельного митрального клапана, чем чистый детергентный раствор.
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The effectiveness of the decellularization was investigated by immunofl uorescent staining for DNA (as a marker 
of intracellular antigens) and α-GAL (as a marker of membrane-associated antigens), as well as DNA quantifi -
cation. The mechanical properties and the repopulation potential were analyzed. The structure and repopulation 
rate analysis included hematoxylin-eosin, Movat’s pentachrome and Van Gieson histological staining, and im-
munofl uorescent staining for collagen I and IV, as well as endothelial cell markers. Results. The protocols that 
included the gradual rise of the detergent solution were shown to be the most effective for the decellularization 
of the whole mitral valve graft. At the same time, the detergents alone failed to remove α-GAL. The reducing 
agent enhanced the decellularization, which resulted in complete removal of DNA and α-GAL, according to 
immunofl uorescent staining. DNA quantifi cation showed a 96.4% reduction in DNA content. The mechanical 
properties were shown to be comparable to the native tissue. The reseeding of the decellularized tissue showed 
a potential for the repopulation. Conclusions. A new matrix for the atrioventricular valve substitute could be 
developed using the decellularization as the initial step of the valve tissue engineering. The detergent combined 
with a reducing agent showed signifi cantly better results compared to the detergents alone for the mitral valve 
decellulrization. The matrix demonstrated mechanical properties, comparable with the native one, and the poten-
tial for the repopulation.
Key words: tissue engineering, mitral valve.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работа была выполнена на крупных животных – 
овцах – в строгом соответствии с Европейской ди-
рективой 2010/63/EU.
Работа выполнялась в лабораторных условиях, 
in vitro, на митральных клапанах овец (n = 96), экс-
плантированных в стерильных условиях. В табл. 1 
показано, как были использованы полученные мит-
ральные аллографты (МА).
Таблица 1
Распределение МА по видам работ
Вид работы Количество 
МА
Создание методики децеллюляризации 68
Определение количества ДНК 10
Цитотоксический тест 4
Механические испытания 14
Всего 96
Создание тканевой матрицы включало создание 
метода децеллюляризации с контролем его эффек-
тивности, а также оценку биологических и механи-
ческих свойств полученной матрицы.
Децеллюляризация
Клапаны забирались целиком в стерильных усло-
виях, включая обе створки с фиброзным кольцом и 
каймой мышцы левого предсердия шириной 3–5 мм, 
хорды и папиллярные мышцы. Затем производилась 
децеллюляризация МА. Был использован 21 вариант 
растворов, различающихся по используемым ком-
понентам, их концентрации и времени экспозиции 
(табл. 2). Проанализирован эффект различных де-
тергентов в нескольких концентрациях, а в послед-
ней серии использовался β-мер кап тоэтанол, разру-
шающий дисульфидные связи в молекулах белков.
ВВЕДЕНИЕ
Митральный клапан является вторым после аор-
тального по частоте поражения, и соответственно, 
по количеству хирургических вмешательств на нем. 
Только в Германии в 2011 году было выполнено 
2500 протезирований митрального клапана. Важ-
но отметить, что не менее ¾ от общего количества 
имплантированных клапанов составили биологи-
ческие протезы [1]. Несомненными их преимущес-
твами являются биосовместимость, более физиоло-
гичная гемодинамика, отсутствие необходимости 
пожизненного приема антикоагулянтов. Высокий 
риск тромбоэмболических и геморрагических ос-
ложнений антикоагулянтной терапии дополняет 
картину принципиальных недостатков механичес-
ких клапанных протезов [2]. В то же время главный 
недостаток биологических клапанов связан с их не-
долговечностью [3].
Наибольшие трудности вызывает выбор протеза 
для больных моложе 60 лет. Традиционно применя-
емые механические протезы создают трудности для 
женщин детородного возраста в вопросах планиро-
вания семьи. Для больных детского возраста любой 
протез с жестким каркасом оборачивается необхо-
димостью его замены в очень короткие сроки [4–6].
В то же время в мире созданы и успешно приме-
няются к клинике легочные и аортальные аллограф-
ты, разработанные с применением элементов тка-
невой инженерии. Так, пятилетние результаты их 
клинического использования показали способность 
протезов к росту вместе с организмом реципиента и 
отсутствие необходимости в повторных вмешатель-
ствах [7, 8, 25].
В связи с этим целью настоящей работы явилась 
разработка тканево-инженерной матрицы замени-
теля атриовентрикулярного клапана с использова-
нием децеллюляризированного аллографта на мо-
дели овцы.
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Качество децеллюляризации оценивалось как с 
помощью световой микроскопии (окраска гематок-
силином-эозином), так и при помощи иммунофлю-
оресцентного анализа (ИФА): окраска на ДНК – 
DAPI, Invitrogen; α-GAL–DyLight 594 Bandeiraea 
Simplicifolia Lectin I Isolectin B4, Vector Laboratories. 
Для оценки степени повреждения межклеточного 
вещества выполнялась окраска по Мовату, по Ван-
Гизону, а также иммунофлюоресцентные окраски 
на коллаген I и IV типа (соответственно C2345 clone 
COL-I, Sigma, и M0785 clone CI22, DAKO). После 
эксплантации выполнялись вышеперечисленные 
гистологическое окраски, а также ИФА на маркеры 
эндотелиальных клеток (CD31 – моноклональный 
мышиный IgG2a, Serotec; vWF – поликлональный 
кроличий IgG, Dako; eNOS – моноклональный мы-
шиный IgG1, eNOS/NOS Type III, BD Transduction 
Laboratories).
Определение количества ДНК
Для определения количества ДНК было исполь-
зовано по три фрагмента створок каждого ДМА, в 
качестве контроля выступали два свежих МА, при-
готовленных аналогично. Для выделения ДНК из 
ткани использовался набор DNeasy Blood&Tissue 
Kit (QIAGEN N.V.) в соответствии с рекомендаци-
ями компании-производителя. Подсчет количества 
ДНК в полученных растворах осуществлялся спек-
трофотометром NanoDrop 1000 (Thermo Scientifi c) 
с прилагающимся комплектом программного обес-
печения.
Цитотоксический тест
Для исключения остаточной токсичности исполь-
зованного раствора был проведен цитотоксический 
тест. Было подготовлено 8 клапанов, децеллюля-
ризированных с помощью финального протокола 
и эндотелиальных клеток (ЭК) овцы, развившихся 
из предшественников эндотелиальных клеток, по-
лученных из периферической крови взрослой овцы. 
Клетки производили белок, обладающий красной 
флюоресценцией (RFP, red fl uorescent protein). Ме-
тодики получения овечьих ЭК и трансфекции RFP 
с помощью лентивируса описаны ранее [9]. Из каж-
дого клапана было иссечено по два фрагмента (зоны 
А2, Р2), каждый был помещен в отдельную лунку 
12-луночных панелей, фиксирован металлическим 
кольцом. В качестве положительного контроля ис-
пользовались две лунки, покрытые желатином. 
В каждую лунку высевались 32 000 клеток на 1 см2 
в среде EGM (Lonza). Клетки культивировались при 
температуре 39 °С, при содержании СО2 в атмос-
Таблица 2
Методы, используемые при децеллюляризации овечьего МА
Метод децеллюляризации Серия 1, n = 8
Серия 2, 
n = 5
Серия 3, 
n = 4
Серия 4, 
n = 18
Серия 5, 
n = 29
1 0,025% SDS + 0,025%SD 2 × 12 ч
2 0,05% SDS + 0,05%SD 2 × 12 ч
3 0,1% SDS + 0,1%SD 2 × 12 ч
4 0,2% SDS + 0,2%SD 2 × 12 ч 3 × 12 ч 5 × 8 ч
5 0,3% SDS + 0,3%SD 2 × 12 ч 3 × 12 ч 5 × 8 ч
6 0,4% SDS + 0,4%SD 2 × 12 ч 3 × 12 ч 5 × 8 ч
7 0,5% SDS + 0,5%SD 2 × 12 ч 3 × 12 ч 5 × 8 ч 5 × 8 ч
8 Восходящие концентрации 
с прекондиционированием
Дистиллированная вода
0,2% SDS + 0,2%SD
0,3% SDS + 0,3%SD
0,4% SDS + 0,4%SD
0,5% SDS + 0,5%SD
8 ч
8 ч
8 ч
8 ч
8 ч
8 ч
8 ч
8 ч
8 ч
8 ч
9 0,5% SDS с прекондиционированием
Дистиллированная вода
0,5% SDS
8 ч
5 × 8ч
10 0,5% SDS + 0,5%Triton X100 6 × 8ч
11 Восходящие концентрации 
с прекондиционированием 
и восстанавливающим агентом
Дистиллированная вода
0,2% SDS + 0,2%SD + 25 mMβ-ME
0,3% SDS + 0,3%SD + 25 mMβ-ME 
0,4% SDS + 0,4%SD + 25 mMβ-ME 
0,5% SDS + 0,5%SD + 25 mMβ-ME 
6 ч
12 ч
12 ч
12 ч
12 ч
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фере 5%. Смена среды производилась ежедневно, 
после фотосъемки (микроскоп BX40F, Olympus) с 
цветной камерой AxioCamMRс (Carl Zeiss). После 
окончания формирования монослоя из фрагментов 
створок приготавливались гистологические пре-
параты, выполнялись окраски: гематоксилином и 
эозином, по Мовату, а также ИФА для подтвержде-
ния эндотелиальной природы клеток (eNOS, vWF, 
CD31).
Механические испытания
Для механических тестов были использованы 
7 свежих и 7 децеллюляризированных МА. Испы-
тания проводились на аппарате Zwick/Roell Z 0.5 
(Zwick/Roell). Использовался радиально-ориенти-
рованный фрагмент зоны А2 с размером испыты-
ваемой части 5 × 2,5 мм (соотношение сторон 2:1). 
Методика исследования была описана ранее [10].
Оценивались следующие значения: переходная 
деформация (εTr, %) и соответствующее ей значение 
силы (σTr, МПа), предельная деформация (εUTS, %), 
предельное значение силы (σUTS, МПа), модуль элас-
тичности ткани в начальном (эластическом) и ко-
нечном (коллагеновом) отрезках кривой зависимос-
ти деформации от нагрузки. Затем производилась 
нормализация значения силы относительно площа-
ди поперечного сечения испытываемого образца.
Статистический анализ
Данные представлены как значение ± стандартное 
отклонение. Статистический анализ проводился с ис-
пользованием парного критерия Стьюдента для ма-
лых выборок при помощи пакета STATISTIKA 10.0.
РЕЗУЛЬТАТЫ
Децеллюляризация
В табл. 3 показано влияние различных методов 
децеллюляризации на МА. 
Из таблицы видно, что ни один из растворов не 
оказывал значимого влияния на гистологическую 
структуру МА (СМ), а также волокна коллагена I, 
визуализируемые при ИФА. Также показано, что 
детергенты в концентрации менее 0,2% не приво-
дят к разрушению клеточного ядра, а концентрации 
0,2–0,5% при 24-часовой экспозиции разрушают 
клетки, но не элиминируют фрагменты ядер (СМ), 
что подтверждалось ИФА, визуализировавшим 
большое количество ДНК, как свободных, так и в 
составе ядер, а также α-GAL. 
Использование 0,2–0,5%-растворов с увели-
ченной на 50% экспозицией – до 36 ч – привело к 
полному отсутствию ядер клеток в образцах (СМ). 
Но при ИФА во всех структурах митрального кла-
пана выявлялось большое количество свободных 
ДНК и эпитоп α-GAL.
В третьей серии экспериментов показано, что 
учащение смены раствора на 1/3 при незначитель-
ном, всего на 4 часа, увеличении суммарной экс-
позиции клапана раствору детергентов приводи-
ло к существенному повышению эффективности 
процесса. Однако сокращение количества ДНК и 
α-GAL в тканях, выявленных при ИФА, по-прежне-
му было недостаточным. В то же время отмечено, 
что МА, подвергшийся обработке 0,5% SDS+0,5% 
SD, имел несколько большую флюоресценцию 
DAPI при ИФА, чем МА, децеллюляризированный 
в 0,4% SDS+0,4% SD, при неизменности гистологи-
ческой картины. 
В четвертой серии экспериментов концентра-
ция детергентов постепенно повышалась при каж-
дой смене раствора – с минимально эффективного 
уровня, на котором мицеллы еще не образуются 
(для SDS – 0,2%, или 6,94 мМ), до максимально 
эффективного – 0,5%, после предварительной об-
работки дистиллированной водой, вызывающей 
осмотический шок. Было достигнуто практичес-
ки полное отсутствие визуализируемых при ИФА 
нуклеиновых кислот, однако сохранялось значи-
тельное количество визуализируемого эпитопа 
α-GAL. 
В пятой серии экспериментов использовался 
децеллюляризирующий раствор с восстанавливаю-
щим агентом – β-меркаптоэтанолом, денатурирую-
щим вторичную и третичную структуру белков за 
счет разрушения дисульфидных связей посредством 
восстановления образующих их сульфогидриль-
ных групп. Гистологически была выявлена полная 
децеллюляризация с сохранением структуры всех 
компонентов клапана (рис. 1–3). По результатам 
ИФА срезов, ДНК и α-GAL не были обнаружены 
(рис. 4). ИФА является качественным методом ана-
лиза, поэтому в дополнение к нему была выполнена 
количественная оценка концентрации ДНК с помо-
щью спектрофотометра. Без использования ДНазы 
уровнь ДНК в децеллюляризированных клапанах 
снизился на 71,2% (82,9 ± 48,2 нг/мг против 287,8 ± 
76,5 нг/мг, р < 0,01), а после обработки ферментом – 
на 96,4% (10,4 ± 16,9 нг/мг, р < 0,01). ИФА на кол-
лаген I не выявил различий в сравнении со свежим 
МА (рис. 5), а по результатам ИФА 3 препаратов с 
антителами к коллагену IV типа было отмечено не-
которое снижение интенсивности окраски, тем не 
менее флюоресценция АТ к коллагену IV просле-
живалась на всем протяжении створки митрального 
клапана с обеих сторон и хорд (рис. 6).
Цитотоксический тест
Для цитотоксического теста использовались 
МА, децеллюляризированные с помощью финаль-
78
ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ  том XVII   № 1–2015
Таблица 3
Влияние метода децеллюляризации на митральный аллографт
Параметр Раствор (номер/серия эксперимента)
1/1 2/1 3/1 4/1 4/2 4/3 5/1 5/2 5/3 6/1 6/2 6/3 7/1 7/2 7/3 7/4 8/4 8/5 9/4 10/4 11/5
Разрушение ядер 
(СМ) – – – – + + – + + + + + + + + + + + + + +
Удаление фраг-
ментов ядер (СМ) – – – – – + – – + – – + – – + + + + + + +
Удаление ДНК 
(ИФА) – – – – – – – – – – – – – – – – + + – + +
Удаление α-GAL 
(ИФА) – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – +
Изменение струк-
туры матрикса 
(СМ)
– – – – – – – – – – – – – – – – – – – – –
Изменение струк-
туры коллагена I 
(ИФА)
– – – – – – – – – – – – – – – – – – – – –
Изменение струк-
туры коллагена 
IV (ИФА)
– – – – – – – – – – – – – – – – – – – – ±
Примечание. СМ – световая микроскопия, ИФА – иммунофлюоресцентный анализ).
Рис. 1. Гистологическая картина передней створки свежего (МА) и децеллюляризированного (ДМА) митрального 
аллографта
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Рис. 2. Гистологическая картина хорды первого порядка свежего МА и ДМА
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Рис. 3. Гистологическая картина папиллярной мышцы свежего МА и ДМА
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ного раствора (11/5). Микрофотографии клеток, 
сделанные в 1-е сутки после начала эксперимента, 
показали равномерное распределение одиночных 
клеток по поверхности створки МА, аналогичное 
контрольной лунке. Первые колонии обнаружива-
лись уже на 3-й день культивации, и к 7-му дню 
все фрагменты клапанов были покрыты монослоем 
клеток (рис. 7), имеющим вид булыжной мостовой, 
типичный для эндотелиальных клеток. После окон-
чания эксперимента из засеянных фрагментов ство-
рок были приготовлены препараты для световой 
микроскопии и ИФА. Окраски по Мовату и гема-
токсилином и эозином показали, что клетки распо-
лагаются равномерным однорядным слоем по по-
верхности створки ДМА. Эндотелиальная природа 
клеток на поверхности фрагментов клапанов была 
подтверждена при ИФА. Клетки были положитель-
ны на типичные для ЭК антигены CD31, фактор 
фон Виллебранда, эндотелиальную NO-синтазу.
Механические свойства
Толщина створок митрального клапана в резуль-
тате децеллюляризации составила 0,35 ± 0,06 мм 
против 0,24 ± 0,11 мм у свежего МА; р = 0,074. 
Значения σUTSдля децеллюляризированных об-
разцов оказались выше, чем для свежих – 1,23 ± 
0,35 MПa против 2,16 ± 0,42 MПa (р < 0,001), так 
же, как и модуль эластичности ткани в коллагеновой 
фазе кривой – 5,5 ± 1,26 против 8,29 ± 2,86 (p = 0,04). 
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Рис. 4. Иммунофлюоресцентный анализ свежего МА и ДМА. Синяя флюоресценция – ДНК, красная флюоресцен-
ция – эпитоп α-GAL
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Рис. 5. Иммунофлюоресцентный анализ свежего МА и ДМА. Синяя флюоресценция – ДНК, желтая – коллаген I
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Рис. 6. Иммунофлюоресцентный анализ свежего МА и ДМА. Синяя флюоресценция – ДНК, красная – коллаген IV
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Рис. 7. Цитотоксический тест. Слева – флюоресцентная микроскопия колоний эндотелиальных клеток (ЭК) на поверх-
ности ДМА. Красная флюоресценция – цитоплазма живой клетки. Справа – световая микроскопия препаратов после 
завершения цитотоксического теста. На поверхности ДМА – слой эндотелиальных клеток
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С другой стороны, изменения в остальных по-
казателях не были статистически достоверны. Так, 
отмечалось некоторое увеличение показателей εTr 
(0,1 ± 0,05 vs 0,18 ± 0,09; p = 0,15) и σTr (0,12 ± 0,05 
MPa vs 0,24 ± 0,08 MPa; р = 0,08), а также εUTS (0,3 ± 
0,09 vs 0,44 ± 0,1, p = 0,09) и модуля эластичности в 
начальной (эластиновой) части кривой (0,39 ± 0,28 
vs 0,67 ± 0,55, p = 0,46). Данные представлены на 
рис. 8.
ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящий момент идет активный поиск ново-
го заменителя для сердечных клапанов. И если для 
аортальной и легочной позиции были предложены 
сразу несколько типов протезов, как основанных на 
донорской ткани [6–8], так и синтетических [11], 
то для атриовентрикулярных клапанов по-прежне-
му используются традиционные типы заменителей. 
Использование же криосохраненных МА очень ог-
раничено и не дает преимуществ по сравнению с 
ксеногенными биологическими протезами [12].
Для оценки ДМА в соответствии с поставленны-
ми задачами была выбрана модель крупного живот-
ного. Из всех широко известных моделей крупного 
животного, использующихся в экспериментальных 
работах по сердечной и легочной хирургии, – обе-
зьяна, собака, свинья, овца – была выбрана имен-
но последняя. Помимо уже упомянутого сходства 
физиологических и гемодинамических параметров 
(давление в большом и малом кругах кровообраще-
ния, объемы и давления в полостях сердца) овца об-
ладает ускоренным кальциевым метаболизмом, что 
позволяет в короткие сроки оценить устойчивость 
клапанного протеза к биодеградации и кальцифика-
ции, и соответственно, его долговечность. Исследо-
вания, проведенные ветеринарами в 1970-х годах, 
показали, что уровень кальция и фосфора в сыво-
ротке крови овец в возрасте 5–7 месяцев превышает 
таковой у человека в 1,5–2 раза. [13] Эта особен-
ность делает модель овцы лучшей для испытания 
как алло-, так и ксеногенных трансплантатов, в том 
числе и сердечных клапанов, позволяя в короткие 
сроки получить данные, соответствующие отдален-
ным результатам у человека. 
Децеллюляризация митрального аллографта 
представляется более сложной по сравнению с ле-
гочным или аортальным аллографтами, исполь-
зуемыми в клинической практике на протяжении 
более чем десяти лет. Митральный клапан состоит 
из створок, хорд и папиллярных мышц – все эти 
элементы призваны противостоять очень высокому 
давлению – в отличие от аортального клапана, мак-
симальный градиент давлений у здорового челове-
ка на котором равен 80 мм рт. ст. и фиксируется в 
диастолу, митральному клапану необходимо выдер-
живать систолическое давление не менее 120 мм рт. 
ст. Кроме того, вследствие таких различий условий 
функционирования толщина створки митрального 
клапана 240 мкм, в 3 раза больше таковой у аор-
тального, что, безусловно, усложняет децеллюля-
ризацию. 
Головки папиллярных мышц служат местом 
прикрепления хорд митрального клапана к мио-
карду. После иссечения их из миокарда они теряют 
кровоснабжение, и с хирургической точки зрения 
представляют собой только якорь для фиксации до-
норских хорд к папиллярным мышцам реципиента. 
При изучении гистологических препаратов свежих 
папиллярных мышц было установлено, что волок-
на, формирующие хорды, после вхождения в мио-
Рис. 8. Результаты механических испытаний свежего МА 
и ДМА. Объяснения в тексте
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кард распадаются на отдельные пучки и теряются 
в миокарде уже на глубине 1,5–2 мм от эндокарда. 
Такой небольшой объем ткани слишком мал для на-
ложения хирургического шва, поэтому необходимо 
сохранить большее количество мышцы, что являет-
ся еще одной особенностью, влияющей на децел-
люляризацию – для эффективного разрушения кле-
ток в мышце и вымывания из нее антигенов было 
необходимо увеличить общее время экспозиции 
растворам.
Детергенты как основной компонент раствора 
для децеллюляризации были выбраны из-за их спо-
собности разрушать клетки и вымывать из ткани их 
компоненты, с одной стороны, и малого влияния 
на внеклеточный матрикс. В литературе описаны 
различные другие группы агентов, используемых 
с той же целью: ферменты, кислоты и основания, 
гипо- и гипертонические растворы, спирты, хелати-
рующие вещества, а также различные физические 
методы воздействия [14]. Все они действительно 
способны разрушить клетки, однако самой по себе 
гибели клеток недостаточно для адекватного сни-
жения иммуногенности тканей, что приводит к их 
ранней биодеградации – это известно, например, по 
результатам имплантации аортальных кондуитов 
Synergraft [15]. С другой стороны, многие из упо-
мянутых агентов (ферменты, кислоты и основания) 
негативно влияют на внеклеточный матрикс, ослаб-
ляя его механическую прочность [14].
Таким образом, необходимым сочетанием 
свойств – эффективное разрушение клеток, удале-
ние клеточного детрита и минимальное воздейс-
твие на внеклеточный матрикс – обладают имен-
но детергенты. По данным литературы, анионные 
детергенты, SDS и дезоксихолат натрия, являются 
очень эффективными агентами для децеллюляриза-
ции клапанов и сосудов из-за их высокой проника-
ющей и моющей способности, что и продиктовало 
их выбор для обработки митрального аллографта, 
содержащего, в том числе, и плотные соединитель-
но-тканные структуры [16, 17].
Однако, как показали первые этапы работы, де-
тергенты не полностью решают задачу вымывания 
антигенных структур из ткани клапана. Причиной 
этого, вероятнее всего, является неспособность эли-
минировать белковые структуры, фиксированные к 
внеклеточному матриксу – как известно, именно 
белки и ассоциированные с ними полисахариды 
ответственны за большую часть иммунного ответа 
реципиента. Известно, что дезоксихолат натрия не 
влияет на структуру белка, а SDS способен денату-
рировать только четвертичную и третичную струк-
туры [17]. Таким образом, одним из способов уве-
личения количества вымываемых из ткани белков 
может являться полная денатурирация их структу-
ры. Для этого в децеллюляризирующий раствор был 
введен дополнительный агент – β-меркаптоэтанол. 
Он разрушает дисульфидные связи, денатурируя 
белок до первичной структуры. Впервые восстанав-
ливающий агент, дитиотреитол, был использован с 
этой целью Wong и соавт. [18, 19]. В этой работе на 
небольших фрагментах перикарда было показано, 
что восстанавливающие агенты способны значи-
тельно увеличить количество вымываемых из тка-
ни белков, и соответственно, улучшить результат 
децеллюляризации. Эти данные полностью согла-
суются с результатами настоящей работы.
Принято считать, что сохранение базальной мем-
браны в процессе децеллюляризации в дальнейшем 
облегчает адгезию и пролиферацию клеток на по-
верхности клапана. Теоретически базальная мемб-
рана, а именно один из двух ее основных компонен-
тов, коллаген IV типа, может быть элиминирован из 
ткани восстанавливающими агентами, поскольку 
в основе его полимеризации лежат дисульфидные 
связи. Именно они наравне с лизин-гидроксилизи-
новыми связями позволяют четырем трехспираль-
ным мономерам коллагена IV типа образовывать 
тетрамерную структуру, взаимодействуя N-конце-
выми участками [20]. С другой стороны, в работе 
Reddy et al. [21], несмотря на неверную гипотезу о 
наличии дисульфидных связей между С-концевыми 
NC1-участками коллагена IV типа, было показано, 
что межмолекулярное взаимодействие при фор-
мировании димеров устойчиво к крайне высоким 
концентрациям β-меркаптоэтанола (до 35–40%) и 
SDS (2%). Позже было установлено, что взаимо-
действие С-концевыми NC1-участками с формиро-
ванием димеров происходит исключительно благо-
даря гидрофильно-гидрофобному взаимодействию, 
и соответственно, вообще не подвергается восста-
новлению β-меркаптоэтанолом. Таким образом, ди-
сульфидные связи являются только одним из трех 
типов взаимодействий, участвующих в полимери-
зации коллагена IV типа, что позволило предполо-
жить наличие устойчивости этого белка к неболь-
шим концентрациям восстанавливающих агентов, 
что и было подтверждено ИФА децеллюляризиро-
ванных структур митрального клапана [20].
Данные механических испытаний ДМА согласу-
ются с описанными в литературе [22, 23], а также с 
ранее полученными результатами для аортальных и 
легочных клапанов [24, 25]. Некоторое увеличение 
предельной силы и модуля эластичности в начальной 
части кривой объясняется некоторым уменьшением 
толщины створки, что дает статистически значимые 
различия после нормализации абсолютных значений 
этих параметров относительно толщины створки. 
Токсические эффекты детергентов и возможнос-
ти их уменьшения были изучены нашей группой 
ранее [26]. Поэтому проведенный цитотоксический 
тест был направлен только на изучение токсическо-
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го эффекта β-меркаптоэтанола и показал возмож-
ность репопуляции ДМА, что было подтверждено 
по результатам испытаний in vivo. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, разработанная методика созда-
ния матрицы заменителя атриовентрикулярного 
клапана на модели овцы с использованием техноло-
гии децеллюляризации как начального этапа ткане-
вой инженерии биологического аллогенного проте-
за оказалась эффективной. Полученные результаты 
на данном этапе позволяют говорить о некоторых 
преимуществах полученной матрицы над класси-
ческим ксенографтом, однако требуются продолжи-
тельные эксперименты in vivo для оцен ки отдален-
ных результатов ее имплантации.
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